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Введение. Шаперонные белки нуклеолин (NCL, или С23) и нуклеофозмин (NPM, или В23) регулируют ключевые клеточные функции. 
Для большинства опухолей характерна гиперэкспрессия этих белков, особенно в клеточных ядрах, а рецепторного NCL – также 
и на поверхности опухолевых клеток. Дифференциальная экспрессия NCL/NPM в опухолевых и нормальных клетках обусловлива-
ет избирательную цитотоксичность катионных пептидов – предполагаемых лигандов этих белков.
Цель исследования – анализ взаимодействий между нуклеолином и некоторыми пептидами, обладающими высокой избиратель-
ной токсичностью в отношении опухолевых клеток.
Материалы и методы. Путем парного молекулярного докинга с использованием программы Maestro 11 проанализировано взаимо-
действие 4 ранее охарактеризованных катионных пептидов с димером нуклеолина.
Результаты и заключение. Показано, что эти пептиды могут ассоциировать с молекулами рецепторного нуклеолина за счет 
стабильных водородных связей, образуя энергетически устойчивые комплексы. В активном центре рецепторного NCL обнаруже-
но не менее 7 аминокислотных сайтов, которые с высокой частотой (43–100 %) связываются с тестированными пептидами. 
Это указывает на консервативность структуры димерного NCL, стабильное связывание его с пептидными лигандами и возмож-
ность синтеза оптимальных по молекулярной структуре катионных пептидов, индуцирующих гибель опухолевых клеток за счет 
конкурирующего связывания с белками-мишенями.
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Background. Chaperone proteins nucleolin (NCL, or C23) and nucleophosmin (NPM, or B23) regulate key cell functions. The most tumors 
are characterized by over-expression of these proteins, especially in cell nuclei and on the сell surface, as NCL. Differential expression 
of NCL/NPM in tumor and normal cells is the basis of selective cytotoxicity of cationic peptides – expected ligands for these proteins.
Objective. Analysis of the interactions between nucleolin and some peptides with high nonspecific toxicity for tumor cells.
Materials and methods. The interaction of 4 previously characterized cationic peptides with nucleolin dimer was analyzed by pair molecular 
docking using Maestro 11 program.
Results and conclusion. It is shown that these peptides can associate with receptor nucleolin molecules, forming energy-stable complexes. 
In the active centre of NCL molecule were found, at least, 7 positions of amino acids, which bind to the tested peptides at a high frequency 
(43–100 %). This indicates the conservative structure of dimer NCL, its stable binding to peptide ligands and the possibility of design the op-
timal structure of cationic peptides that induce tumor cell death due to competing binding to the target proteins.
Key words: malignant tumor, nucleolin, cationic peptide, molecular docking
For citation: Lushnikova A. A., Kostarev A. V., Ponkratova D. A. et al. Cytotoxic cationic peptides as а ligands for receptor nucleolin. Uspekhi 
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Введение
Шаперонные белки нуклеолин (NCL, или С23) 
и нуклеофозмин (NPM, или В23) – мультифункцио-
нальные протеины, регулирующие транскрипцию 
и трансляцию, синтез РНК, сборку хроматина и вере-
тена деления, биогенез рибосом и другие жизненно 
важные клеточные процессы. Они контролируют кле-
точную пролиферацию, апоптоз, молекулярный транс-
порт и сигналинг. Для этих белков характерен высокий 
уровень экспрессии в быстрорастущих опухолевых клет-
ках, преимущественно в ядрах, а нуклеолина – также 
и на клеточной поверхности. Представленные на мем-
бране клеток в гликозилированной или фосфорили-
рованной форме молекулы нуклеолина участвуют 
в интернализации различных лигандов, включая синте-
тические агенты для противоопухолевой терапии [1, 2].
Ранее мы обнаружили, что ряд низкомолекулярных 
катионных пептидов, обогащенных аргинином и ли-
зином (R/K), с линейной или дендритной структурой 
обладает избирательной токсичностью in vitro в отно-
шении клеток меланомы кожи человека, рака подже-
лудочной железы, глиобластомы, рака яичников, док-
сорубицин-устойчивой опухоли молочной железы, 
гепатоцеллюлярной карциномы и гепатобластомы, 
светлоклеточного рака почки, множественной миело-
мы [3]. Эти пептиды малотоксичны для нормальных 
клеток, устойчивы к биодеградации и представляют 
интерес для дальнейшего изучения.
На модельных клеточных линиях меланомы mel 
IS, mel H, mel Ki, рака почки, глиобластомы Glb и не-
которых других выявлена дифференциальная гипер-
экспрессия NCL/NPM по отношению к морфологи-
чески нормальным клеткам [4]. Скрининг коллекции 
катионных пептидов с помощью MТТ-теста позволил 
охарактеризовать 7 пептидов с высокой избирательной 
цитотоксичностью. Показано, что флуоресцентно 
 меченный цианином пептид Сy5-NC811 проникает 
в клетки и колокализуется в ядре вместе с молекулами 
нуклеолина и нуклеофозмина, что указывает на учас-
тие в его транспорте белков NCL и NPM [5]. Однако 
механизм связывания рецепторного нуклеолина с ка-
тионными пептидами остается невыясненным. Анализ 
взаимодействия некоторых катионных пептидов 
с их предполагаемой мишенью – рецепторным нуклео-
лином – возможен с помощью молекулярного докин-
га (стыковки), позволяющего выявить сайты взаимо-
действия лигандов с белком-мишенью и получить 
оптимальную пространственную структуру комплекса 
пептид – нуклеолин, а также определить тип межмо-
лекулярного связывания для дизайна катионных пеп-
тидов, перспективных в плане малотоксичной моле-
кулярно направленной противоопухолевой терапии.
Материалы и методы
В качестве предполагаемых лигандов молекул ре-
цепторного NCL отобраны 4 катионных пептида, ха-
рактеристики которых приведены в табл. 1.
В качестве эталонного белка-мишени выбрана кри-
сталлическая структура нуклеолина, полученная путем 
магнитно-резонансной спектроскопии, включающая 
1 цепь, 102 аминокислотных остатка (PDB, Protein 
Data Bank 2FC8), с учетом димеризации рецепторного 
нуклеолина. Моделирование межмолекулярных взаи-
модействий выполнено с помощью программы Maestro 
11 [6]. Предварительная подготовка заключалась в про-
тонировании (рН 7,0) белка и однократной миними-
зации структуры по силовому полю OPLS3 во избежа-
ние деформации трехмерной структуры белка. 
Поскольку сайты связывания между молекулами пеп-
тида и нуклеолина пока не картированы, для выбора 
области связывания использовали докинг-бокс мак-
симального объема с ребром, равным 36Ǻ, захватыва-
ющий весь белок. Сетку потенциалов с использовани-
ем максимальных значений оценочной функции (glide 
score) вычисляли для всей молекулы белка. В молеку-
ле каждого из 4 тестируемых пептидов были выделены 
фрагменты, обогащенные зараженными аминокисло-
тами. В результате для каждого предварительно про-
тонированного (рН 7,0) лиганда получено по 4 про-
странственных конформомера с 4 конфигурациями 
(позами), для которых просчитаны значения оценоч-
ной функции.
Таблица 1. Основные свойства тестированных катионных пептидов
Table 1. Main characteristics of the tested cationic peptides
Номер 
Number
Название и формула катионного пептида 
Name and formula of the cationic peptide
Молекулярная 
масса, Да/заряд 
Molecular mass, 
Da/charge
Эффективная 
концентрация, 
мкг/мл 
Effective 
concentration, 
µg/mL
Процент выживших клеток 
в разных линиях, МТТ-тест vs 
контроль (100 %), С = 1 мкг/мл 
Percent of survived cells in various lines, 
MTT assay vs control (100 %),  
C = 1 µg/mL
1 NC-811/(R)
8
(K)
4
(K)2KAC-NH
2
2338/16+ ≥0,75 8–10
2 NC-810/Palm-CKRRRRRRRRRRR 2307/12+ ≥0,25 12–23
3 NC-783/KRRGGGKLLKLLLKLLLKLLKC 2505/9+ ≥0,25 8–12
4 AM-2/Mir-KRPARPAR-NH
2
1391/4+ ≥0,50 6–9
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Для молекулярного докинга использовали описан-
ную ранее процедуру поиска в молекуле белка сайтов 
связывания для тестируемых лигандов [7, 8]. Cайты 
связывания лигандов с нуклеолином и последующее 
позиционирование лиганда выполняли с учетом мак-
симального значения оценочной функции. При моде-
лировании процесса докинга вычисляются попарные 
энергии взаимодействия в сайтах связывания мишени 
и лиганда [9]. Анализировали средние частоты связы-
вания аминокислот в активном центре рецепторного 
нуклеолина с лигандами и энергию связей (ккал/моль).
Результаты и обсуждение
Анализ попарного связывания нуклеолина (белок-
мишень) с катионными пептидами (лиганды) показал, 
что большинство пептидных фрагментов связывается 
с активным центром нуклеолина со значениями оце-
ночной функции >6,50 по модулю. Водородные связи 
между аминокислотами в составе нуклеоина и пептид-
ного лиганда формируются не случайным образом. В 5 
позициях аминокислот активного центра NCL средняя 
частота формирования водородных связей превысила 
70 %, аспарагиновая кислота в позиции 87 связывалась 
со всеми фрагментами пептидов – тестируемых лиган-
дов NCL (табл. 2). Отметим, что аргинин и лизин, 
представленные в составе всех тестируемых пептидов 
в виде повторов, также взаимодействуют с активным 
центром нуклеолина.
Для подтверждения этого наблюдения аминокис-
лоты, с которыми пептидные лиганды связывались 
наиболее часто, использовали для процедуры Induced 
fit-докинга [10].
Программа произвольно изменяла подвижность 
и пространственную ориентацию лидерных аминокис-
лот, докинг-бокс с ребром 26Ǻ был центрирован на 
конкретную область с анализируемой аминокислотой. 
Однако оценочные функции при Induced fit-докинге 
оказались близки к модульным значениям, получен-
ным в режиме докинга, за исключением NC-810-1_1 
с преобладанием аргинина/R (рис. 1).
Эти данные свидетельствуют об относительной 
стабильности структуры сайтов связывания белок – 
лиганд в активном центре нуклеолина, что отражает 
консервативную структуру NCL в целом. Действитель-
но, нуклеолин – один из наиболее функционально 
важных для клетки белков – эволюционно консерва-
тивен. По-видимому, указанные аминокислоты играют 
ключевую роль во взаимодействии лигандов с димером 
нуклеолина путем образования стабильных водород-
ных связей, и эти аминокислотные остатки можно 
Рис. 1. Результаты докинга и Induced fit-докинга с фрагментами 4 катионных пептидов (ось абсцисс). Указаны модули средних значений функции 
(ось ординат). Красным выделены лиганды с максимальными значениями оценочной функции (glide score)
Fig. 1. Docking and Induced Fit docking results for 4 fragments of cationic peptides (X axis). Modules of mean function values are indicated (Y axis). Ligands 
with maximal glide scores are shown in red
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Таблица 2. Средние частоты образования водородных связей между 
пептидными лигандами-лидерами и активным центром нуклеолина
Table 2. Mean frequencies of hydrogen bond formation between lider 
peptide ligands and nucleolin active site
Аминокислота в молекуле 
нуклеолина, позиция 
Amino acid in nucleolin molecule, position
Частота связей 
с лигандом, % 
Frequency of ligand 
binding, %
GLU29 71
ARG43 71
THR46 43
ASP60 71
ASP87 100
ALA89 29
LYS90 71
PRO91 29
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считать неспецифичными сайтами связывания с вы-
сокими значениями оценочной функции.
Взаимодействие катионных пептидов с активным 
центром нуклеолина моделировали путем молекуляр-
ного докинга пептидных фрагментов и сайтов связы-
вания, локализованных программой в активном центре 
белка (рис. 2). Аналогичным образом проанализиро-
ваны закономерности связывания рецепторного нук-
леолина с 3 другими катионными пептидами – АМ-2, 
NC-783 и NС-811 (рис. 3).
В последнее время рецепторный нуклеолин, ги-
перэкспрессированный на поверхности опухолевых 
клеток, рассматривают в качестве удобной мишени для 
получения трехмерного изображения опухолей неин-
вазивным методом с использованием флуоресцентно 
меченных лигандов NCL или конструкций с мечены-
Рис. 2. Молекулярный докинг фрагментов пептида NC-810 и белка нуклеолина: 1 – подготовленная трехмерная структура нуклеолина 2FC8 
(протонирование, минимизация) в докинг-боксе с ребром 36Ǻ; 2 – позиционированный фрагмент пептида NC-810_1, оценочная функция 
6,79 ккал/моль; 3 – схема взаимодействия лиганда с сайтами связывания NCL (п. 2); фиолетовым отмечены водородные связи; 4 – белок с под-
вижными аминокислотами (Induced fit): видны спиральные вторичные структуры белка; фиолетовым отмечены позиции аминокислот в исходной 
структуре нуклеолина, желтыми стрелками показан сдвиг аминокислот; 5 – Induced fit-докинг фрагмента пептида NC-810_1_1б, оценочная 
функция 7,43 ккал /моль; красным выделены подвижные аминокислоты; 6 – схема взаимодействия лиганда с сайтами NCL (п. 5); фиолетовым 
отмечены водородные связи
Fig. 2. Molecular docking of NC-810 peptide fragments and nucleolin: 1 – prepared 3D structure of nucleolin 2FC8 (protonation, minimization) in a docking 
box with 36Ǻ edge; 2 – positioned fragment of peptide NC-810_1, glide score 6.79 kcal/mol; 3 – ligand interaction scheme for NCL binding sites (п. 2); hy-
drogen bonds are shown in violet; 4 – protein with mobile amino acids (Induced Fit): spiral secondary protein structure is visible; amino acid positions in the ini-
tial nucleolin structure are shown in violet, yellow arrows indicate shifts of amino acids; 5 – Induced Fit docking of peptide NC-810_1_1б fragment, glide score 
7.43 kcal/mol; mobile amino acids are shown in red; 6 – ligand interaction with NCL sites (п. 5); hydrogen bonds are shown in violet
ми антителами к NCL, например псевдопептидов. Эти 
конструкции используются также для прицельной 
доставки в опухолевые клетки терапевтических пре-
паратов [11, 12]. Некоторые катионные пептиды, ин-
дуцирующие апоптоз опухолевых клеток в концентра-
ции порядка 0,5 мкл/мл, представляют не меньший 
интерес как потенциальные малотоксичные таргетные 
препараты широкого спектра действия. С помощью 
молекулярного докинга нам удалось показать, что в ос-
нове такой активности пептидов с R/K-обогащенной 
структурой молекулы лежит связывание их с активным 
центром рецепторного нуклеолина, что создает пред-
посылки для активного транспорта пептида в опухо-
левые клетки и быстрое накопление его в ядре с по-
следующим апоптозом [5]. При этом в формировании 
сайтов связывания участвует определенный набор 
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Рис. 3. Изомеризация фрагментов пептида АМ-2 (a) и результаты моделирования их взаимодействия с активным центром NCL. Показаны на-
иболее стабильные сайты связывания – Asp87, Lys90 (б) и Phe56, Asp60, Asp87, Lys90 (в) в домене димера NCL и оптимальная ориентация кла-
стера АМ-2 (врезка внизу) в координатной сетке (г)
Fig. 3. АМ-2 peptide fragment isomerization (a) and modeling results for their interaction with NCL active site. The most stable binding sites: Asp87, Lys90 (б) 
and Phe56, Asp60, Asp87, Lys90 (в) in NCL dimer domain and optimal orientation of АМ-2 cluster (lower panel) in the coordinate grid (г) are shown
а б
в г
аминокислот со стабильной позицией и высокими 
значениями оценочной функции.
Заключение
Тестированные с помощью молекулярного докинга 
катионные пептиды можно рассматривать как лиган-
ды NCL, а высокоэкспрессированный на поверхности 
опухолевых клеток рецепторный нуклеолин – как их 
мишень. На основании максимальных значений оценоч-
ной функции для сайтов связывания стабильного актив-
ного центра NCL возможно моделирование оптимальных 
по структуре пептидных лигандов с избирательной ци-
тотоксичностью в отношении опухолей, для которых 
характерен высокий профиль экспрессии нуклеолина.
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